009 will be remembered as the year that genome-wide association studies (GWAS) revealed both their promise and limitations as an approach to understand the genetic architecture of stroke. The promise of GWAS lies in their extraordinary power to detect novel biologic loci that, if replicated, can serve as markers for novel genes, proteins, and ultimately mechanisms of disease. In this regard, since our previously yearly review, 1 new GWAS from 2009 suggested that loci on chromosomes 4q25 (PITX2 gene, encoding a ␤-catenin-regulated transcription factor associated with atrial fibrillation), 2 16q22 (ZFHX3 gene, encoding a homeodomain zinc-finger protein that has also been associated with atrial fibrillation), 3 and 12p13 (NINJ2 gene, encoding a protein that is upregulated by nerve injury) 4 could be added to the list of stroke-associated loci identified from earlier studies. The mechanistic basis for the associations with genetic markers across the spectrum of stroke-associated loci can now be explored.
However, the limitations of stroke GWAS have also become apparent. These include the fact that so far, no locus has been replicated in 2 independent study samples. Indeed, targeted experiments in independent samples that have studied positive hits from earlier stroke GWAS have generally not replicated the initial positive findings. 5 This could indicate that the "ischemic stroke" phenotype is very heterogeneous between study sample populations and as such needs to be narrowed or made more specific. Perhaps future experiments might more fruitfully evaluate specific subphenotypes or account for genetic determinants of risk factors for stroke, such as lipids 6, 7 or blood pressure. 8, 9 Stroke GWAS can also be performed with presymptomatic phenotypes. For instance, several new loci were associated with carotid intima-media thickness (IMT) as measured by ultrasound. 10 It might also be informative to evaluate the genetic basis of stroke and its related phenotypes in different ethnic groups.
Importantly, the effect sizes identified in the positive GWAS of stroke were modest, a general feature of GWAS that has raised concerns that the results may not have clinical relevance. 11 Finding other loci will require even larger sample sizes to detect even smaller effect sizes, and these in turn might be even less likely to have clinical relevance. However, there is general consensus that at least some of the loci identified in GWAS will be shown to have revealed a new aspect of previously unappreciated stroke biology. 12 GWAS of stroke and related traits will thus continue to populate the literature for the foreseeable future.
Rare Mutations and Stroke-Related Phenotypes
Although attention has recently been focused on common variants in GWAS that predispose to stroke and related phenotypes in the general population, the mapping of genes with mutations that cause rare mendelian forms of strokerelated phenotypes continues apace. For instance, the vascular smooth muscle cell (SMC)-specific isoform of ␣-actin (ACTA2) is expressed throughout the arterial system. Heterozygous ACTA2 mutations cause familial thoracic aortic aneurysms and dissections (TAADs) in most but not all mutation carriers. Recently, gene mapping studies in affected individuals in 20 families with ACTA2 mutations showed that mutation carriers expressed a wider range of vascular diseases than previously expected, including premature coronary artery disease, premature ischemic strokes, premature Moyamoya disease (MMD), as well as TAADs. Sequencing of the genomic DNA from patients with nonfamilial TAADs also identified ACTA2 mutations, 13 with premature strokes in some mutation carriers. These findings add to the notion that sequence variants in a single gene or genomic region may be associated with multiple arterial phenotypes, as previously shown for the chromosome 9p21 region. 1 Vascular pathology and cell biology studies indicated that the mutant ACTA2 was associated with increased SMC proliferation and vasoocclusion. This gene now becomes one that needs to be considered in future studies of familial cerebrovascular disease. 13 Another example of a single-gene form of familial cerebrovascular ischemia is cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical infarcts and leukoencephalopathy (CARASIL), an extraordinarily rare phenotype characterized by ischemic, nonhypertensive, cerebral small-vessel disease associated with alopecia and spondylosis. 14 In 5 families with CARASIL, the disease was linked to a 2.4-Mbase region on chromosome 10q that contains the HTRA1 gene encoding serine protease 1, which normally represses cell signaling by transforming growth factor-␤. Sequencing of DNA from study subjects revealed 2 nonsense mutations and 2 missense mutations in HTRA1, each of which showed functional impairment in vitro. 14 The findings indicate a link between repressed inhibition of signaling by the transforming growth factor-␤ family and ischemic cerebral small-vessel disease and thus represent another new gene to be considered in future studies of familial cerebrovascular disease.
Genetics of Cerebral Cavernous Malformations
Further progress has been made on cerebral cavernous malformations (CCMs). Familial cases usually display multiple lesions, follow an autosomal dominant inheritance, and are caused by mutations in 1 of at least 3 genes, CCM1/KRIT1, CCM2/malcavernin, or CCM3/PDCD10. It has been speculated that CCM lesions originate from a 2-hit molecular mechanism, which requires the second allele not affected by the germline mutation to be hit by a somatic mutation. This mechanism, which results in the inactivation of both alleles, has recently been confirmed for all 3 forms of inherited CCMs. Through repeated cycles of amplification, subcloning, and sequencing, Akers et al 15 identified somatic mutations in a subset of endothelial cells lining the cavernous vessels. Complementing these findings, other investigators demonstrated a lack of expression of CCM proteins specifically within endothelial cells. 16 These observations define cavernous endothelial cells as the primary disease compartment while suggesting a key role for CCM proteins in endothelial cell biology.
Gene Expression Profiling
Another expanding area has been the analysis of gene expression profiles in tissues and circulating cells by using microarrays. 17 Arrays for various species and applications are currently on the market. These arrays can analyze the mRNA expression levels of tens of thousands of genes in tissue preparations from patients or experimental animals and compare them with controls. Investigators are then often left with hundreds of differentially expressed genes, each of which needs to be validated and interpreted in a meaningful way. For instance, a recent study on white-matter lesions identified 509 genes that were differentially expressed compared with normal white matter from healthy controls. 18 These genes could be broadly grouped into 8 major pathways, including immune regulation, cell cycle, apoptosis, and ion transport. Another study on intracranial aneurysms found 326 genes that were differentially expressed compared with those in healthy arteries from the same patients. Bioinformatics pathway analysis revealed that many of these genes could be attributed to 1 of the following pathways: focal adhesion, extracellular matrix receptor interaction, and cell communication. 19 Yet, despite such progress, the critical players still need to be identified. Furthermore, the biology behind these altered expression profiles requires disentanglement. In this regard, studies in experimental stroke models have demonstrated particular progress. For instance, microarray analysis of brains collected 24 hours after experimental stroke have revealed new mechanisms of neuroprotection mediated by lipopolysaccharide preconditioning. 20 Another example is the discovery of altered gene expression profiles associated with inosineinduced axonal outgrowth and functional recovery after cortical stroke. Inosine was shown to attenuate transcriptional changes caused by stroke while upregulating the expression of genes associated with axon growth. Although promising, gene expression profiling is still in its infancy, and various technical issues complicate the reproducibility of microarrayrelated data. 21 
Pharmacogenomics
The promise of individualized therapy to prevent stroke incidence or recurrence based on a more rational approach to the selection of an agent and dose based on an individual's genetic profile came incrementally closer to clinical reality in 2009. The antiplatelet agents clopidogrel and prasugrel in particular received considerable attention. For instance, individual response to clopidogrel was found to vary, based on genetic differences in the CYP genes encoding the drugmetabolizing cytochrome P450 enzymes. Among persons treated with clopidogrel, carriers of a reduced-function CYP2C19 allele had lower blood levels of the drug's active metabolite, less platelet inhibition, and increased major adverse cardiovascular events than did noncarriers. 22 In contrast, similar relationships were not observed with genetic markers of the same enzymes for individuals treated with prasugrel. 23 This could in part explain the observed differences in the pharmacologic and clinical responses to the 2 medications.
However, in a broader sense, the clinical relevance of such findings remains uncertain. For instance, Ͼ2 years after the United States Food and Drug Administration approved the principle of genotyping of patients on warfarin of CYP2C9 and VKORC1, 2 genes that are involved in the response to warfarin, 24 such testing is not yet routine in the clinic. This is because the cost-benefit and clinical utility of a pharmacogenetic algorithm for estimating the appropriate initial dose of warfarin are still uncertain. Interestingly, a recent report showed that an algorithm that incorporates CYP2C9 and VKORC1 genotyping allows patients who require extreme warfarin doses to more efficiently reach their stable therapeutic dose than does a purely empirical regimen. 25 However, there appears to be no benefit of this algorithm for individuals in the middle of the distribution of warfarin dose requirement. As is almost always the case with genetic association studies, replication of these early observations is required.
Outlook
The genetics of stroke remains a rapidly developing field. The coming months and years will see additional GWAS on ischemic stroke, hemorrhagic stroke, and related phenotypes, such as white-matter hyperintensities and intima-media thickness. Rare variants in families with rare mendelian forms of stroke will continue to provide information about new genes associated with the overall genetic risk of stroke. Expectations remain high that genetic discoveries will eventually be translated into improved diagnostics and treatment. 2009 г. запомнится как год, в котором были раскры-ты перспективы и недостатки исследований полно-геномных ассоциаций (ИПГА) в отношении подхода к пониманию генетической архитектуры инсульта. Перспективы ИПГА заключаются в их экстраординар-ных возможностях по обнаружению новых локусов, которые в случае репликации могут служить маркерами новых генов, белков и, в конечном итоге, механизмов развития цереброваскулярных заболеваний. Со време-ни публикации нашего предыдущего ежегодного обзо-ра [1] в список локусов, ассоциированных с развитием инсульта, выявленных в ранее проведенных исследова-ниях, по результатам нового ИПГА (2009) предложено добавить локус в хромосомах 4q25 (ген PITX2, кодиру-ющий β-катенин-регулируемый фактор транскрипции, ассоциированный с развитием фибрилляции предсер-дий) [2] , 16q22 (ген ZFHX3, кодирующий гомеодомен белка "цинковые пальцы", также ассоциированный с развитием фибрилляции предсердий) [3] и 12p13 (ген NINJ2, кодирующий белок, регуляция которого активируется при повреждении нерва) [4] . Это поз-волит изучить механистическую основу ассоциаций с наличием генетических маркеров по всему спектру локусов, связанных с развитием инсульта.
Sources of Funding
Вместе с тем недостатки ИПГА при инсульте также стали очевидными. Они заключаются в том, что до сих пор ни один локус не был реплицирован в двух независимых выборках исследования. Действительно, целевые исследования на независимых выборках, в которых изучали достоверность совпадений резуль-татов с ранее проведенными ИПГА при инсульте, как правило, не подтверждали первоначальные поло-жительные результаты [5] . Это может означать, что фенотип "ишемического инсульта" является весь-ма неоднородным в популяционных исследованиях, и поэтому его необходимо сузить или сделать более специфичным. Вероятно, в будущих исследованиях можно будет более плодотворно изучить конкретные субфенотипы инсульта или определить генетические детерминанты факторов риска развития инсульта, таких как липидный профиль [6, 7] или уровень артериального давления [8, 9] . Исследования ПГА при инсульте также можно проводить на выборке с отсутствием симптомов инсульта, но с предраспо-лагающими факторами. Например, для нескольких новых локусов обнаружили ассоциацию с толщи-ной комплекса интима-медиа сонной артерии, опре-деляемую при ультразвуковом исследовании [10] . Это наблюдение также может нести определенную информацию для последующего изучения генетичес-кой основы инсульта и связанных с ним фенотипов в различных этнических группах.
Важно отметить, что размеры эффектов, выяв-ленные в ИПГА с положительным результатом при инсульте, были умеренными, что является общей чертой ИПГА, и это вызывало сомнения в клиничес-кой значимости результатов [11] . Поиск других локу-сов потребует выборки бóльших размеров для обна-ружения даже меньших эффектов, которые, в свою очередь, могут иметь еще более низкую клиническую значимость. Однако существует общее мнение, что некоторые локусы, выявленные в ИПГА, помогут по-новому взглянуть на ранее недооцененные факторы риска развития инсульта [12] . Результаты ИПГА при инсульте и выявленные в них закономерности будут пополнять литературу в обозримом будущем.
РЕДКИЕ МУТАЦИИ И ФЕНОТИПЫ, СВЯЗАННЫЕ С ИНСУЛЬТОМ
В последнее время внимание, в основном, было сосредоточено на выявлении в ИПГА общих вари-антов ПГА, определяющих предрасположенность к развитию инсульта и формирование связанных с ним фенотипов среди населения в целом. Однако быстрыми темпами развивается такое направление, как картирование генов с мутациями, вызывающими редкие менделевские варианты фенотипов, связан-ных с инсультом. Так, например, известно, что ГМК (гладкомышечные клетки)-специфическая изоформа α-актина (ACTA2) экспрессируется во всей артериаль-ной системе. Гетерозиготные мутации ACTA2, пере-дающиеся по наследству, являются причиной разви-тия аневризм и расслоения стенки грудного отдела аорты (TAADs) у большинства, но не у всех носите-лей мутации. В недавно проведенных исследованиях с картированием генов у пациентов -членов 20 семей с мутациями ACTA2 -было показано, что у носи-телей мутации развивается более широкий спектр сосудистых заболеваний, чем ожидалось ранее, в т. ч. преждевременное развитие ишемической болезни сердца, ишемического инсульта, болезни Мойя-Мойя, а также TAADs. При секвенировании геном-ной ДНК у пациентов с ненаследственными TAADs также выявили мутации гена ACTA2 [13] , являющие-ся причиной преждевременного развития инсульта у некоторых носителей мутации. Эти выводы допол-няют имеющуюся точку зрения о том, что варианты последовательности нуклеотидов в одном гене или области генома могут быть связаны с несколькими артериальными фенотипами, как уже было показа-но для участка хромосомы 9p21 [1] . В исследованиях по изучению сосудистых заболеваний и клеточной биологии было показано, что наличие мутировавше-го ACTA2 было связано с усилением пролиферации ГМК и развитием окклюзии сосудов. В связи с этим этот ген представляет интерес как объект для изуче-ния в будущих исследованиях наследственных форм цереброваскулярных заболеваний [13] .
Другим примером моногенной наследственной формы ишемии головного мозга является церебраль-ная аутосомно-доминантная артериопатия с субкор-тикальными инфарктами и лейкоэнцефалопатией (CADASIL), чрезвычайно редкий фенотип, характе-ризующийся развитием ишемического поражения мозга с негипертензионным поражением мелких церебральных сосудов с ранней аллопецией и спон-дилезом [14] . В пяти семьях, члены которых страдают CADASIL, наличие заболевания было ассоциировано с 2,4-Mbase участком в 10Q хромосоме. Этот участок содержит ген HTRA1, кодирующий серин-протеазу-1, которая в норме подавляет сигнальную систему клет-ки с помощью трансформирующего фактора роста-β. При секвенировании ДНК участников исследования выявили 2 нонсенс-мутации и 2 миссенс-мутации в HTRA1, при наличии каждой из них обнаружи-ли функциональные нарушения in vitro [14] . Эти результаты указывают на связь между подавлени-ем торможения сигнальной системы клетки с помо-щью семейства трансформирующего фактора роста-β и развитием болезни мелких церебральных сосудов, и таким образом предлагают еще один новый ген в качестве предмета для изучения в ходе будущих исследований наследственных цереброваскулярных заболеваний.
гЕНЕТИКА ЦЕРЕБРАЛЬНЫХ КАВЕРНОЗНЫХ МАЛЬФОРМАЦИЙ
Значительный прогресс был достигнут в изучении церебральных кавернозных мальформаций (ЦКМ). При семейных случаях ЦКМ обычно поражение носит множественный характер вследствие ауто-сомно-доминантного типа наследования мутаций в одном из трех генов -CCM1/KRIT1, CCM2/маль-кавернин или CCM3/PDCD10. Было высказано пред-положение, что поражения при ЦКМ развиваются по двухступенчатому молекулярному механизму, при котором необходимо, чтобы второй аллель, не пов-режденный в результате зародышевой мутации, под-вергся соматической мутации. Этот механизм, при-водящий к инактивации обоих аллелей, был недавно подтвержден для всех трех форм наследственной ЦКМ. Путем многократного повторения циклов амплификации, субклонирования и секвенирова-ния A.L. Akers и соавт. [15] выявили соматические мутации в субпопуляции эндотелиальных клеток, выстилающих сосуды кавернозной мальформации. В дополнение к этим выводам другие исследова-тели продемонстрировали отсутствие экспрессии CCM-белков исключительно в клетках эндотелия [16] . Эти наблюдения подтвердили нарушение фун-кции эндотелиальных клеток кавернозной ткани в качестве первичной составляющей болезни, при этом предполагая ключевую роль CCM-белков в био-логии эндотелиальных клеток.
ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОФИЛЯ гЕННОЙ ЭКСПРЕССИИ
Другой развивающейся областью является анализ профилей генной экспрессии в тканях и циркулиру-ющих клетках с помощью микропанелей [17] . В насто-ящее время на рынке представлены панели разных видов и применения. Панели позволяют анализиро-вать уровень экспрессии мРНК десятков тысяч генов в препаратах ткани пациентов или эксперименталь-ных животных и сравнивать их с контрольной груп-пой. Благодаря этому методу, исследователи часто выделяют сотни генов с разным уровнем экспрессии, каждый из которых необходимо проверить, а резуль-тат интерпретировать должным образом.
Например, в недавно проведенном исследовании при поражениях белого вещества головного мозга выявили 509 генов, экспрессия которых была избира-тельной по сравнению с нормальным белым вещест-вом головного мозга у здоровых лиц группы кон-троля [18] . Эти гены можно объединить в 8 групп, по числу основных метаболических путей, регули-рующих иммунный ответ, клеточный цикл, апоптоз и транспорт ионов. В другом исследовании с учас-тием пациентов с аневризмами внутричерепных сосудов обнаружили 326 генов, экспрессия которых проходила избирательно по сравнению с экспресси-ей в неповрежденных артериях у тех же пациентов. Биоинформационный анализ показал, что многие из этих генов участвуют в одном из следующих про-цессов: фокальной адгезии, взаимодействии рецеп-торов внеклеточного матрикса и установлении меж-клеточных связей [19] . Однако, несмотря на достиг-нутый прогресс, еще предстоит выявить ключевые звенья этих процессов.
Кроме того, требуют расшифровки биологические механизмы, опосредованные изменениями профилей экспрессии. В исследованиях на экспериментальных моделях инсульта продемонстрирован существенный прогресс в этом отношении. Например, анализ вещест-ва мозга, полученного через 24 часа после экспери-ментального инсульта, проведенный с использованием микропанелей, выявил новые механизмы нейропро-текции, опосредованные прекондиционированием липополисахаридов [20] . Другим примером является обнаружение измененных профилей генной экспрес-сии, ассоциированных с инозин-индуцированным разрастанием аксонов и функциональным восстанов-лением после кортикального инсульта. Инозин ослаб-ляет степень нарушений транскрипции, вызванных инсультом, на фоне повышенной экспрессии генов, связанных с ростом аксонов. Несмотря на перспекти-вы, методика определения профиля экспрессии генов все еще находится в самом начале своего развития, а различные технические вопросы также осложняют воспроизводимость данных, полученных с использо-ванием микропанелей [21] .
ФАРМАКОгЕНОМИКА В 2009 г. перспектива индивидуализации терапии для предотвращения инсульта или его повторного развития на основе более рационального подхода к выбору препарата и дозы по генетическому про-филю, постепенно приблизилась к реальной клини-ческой практике. В частности, было уделено значи-тельное внимание использованию антиагрегантных препаратов клопидогрела и празугреля. Например, индивидуальный ответ на применение клопидогрела варьировался в зависимости от генетических различий в CYP-генах, кодирующих ферменты цитохрома P450, ответственных за метаболизм препарата. В группе лиц, принимавших клопидогрел, у носителей аллеля CYP2C19 с низкой экспрессией уровень содержания в крови активных метаболитов препарата и подавле-ние агрегации тромбоцитов были ниже, а частота раз-вития тяжелых неблагоприятных сердечно-сосудис-тых событий была выше, чем у лиц без этого аллеля [22] . А у лиц, получавших празугрель, не наблюдали аналогичных взаимосвязей с генетическими марке-рами тех же ферментов [23] . Это частично может объ-яснить наблюдаемые различия в фармакологических и клинических ответах на эти два препарата.
Однако в более широком смысле клиническая зна-чимость этих результатов остается неопределенной.
Например, спустя 2 года после того, как FDA (Food and Drug Administration, Управление по контролю продуктов питания и лекарственных средств, США) одобрило принцип генотипирования пациентов, получающих варфарин, по CYP2C9 и VKORC1 -двум генам, участвующим в ответе на варфарин [24] , такие обследования в повседневной клинической прак-тике не проводятся. Причина заключается в том, что рентабельность и клиническая ценность фарма-когенетического алгоритма для определения адек-ватной первоначальной дозы варфарина остаются сомнительными. Интересно отметить, что в недав-но проведенном исследовании было показано, что алгоритм, включающий генотипирование по CYP2C9 и VKORC1, позволяет более успешно подобрать ста-бильную терапевтическую дозу пациентам, которым необходимы более выские дозы варфарина, чем при эмпирическом подборе дозы препарата [25] . Однако, по-видимому, использование этого алгоритма беспо-лезно у лиц, нуждающихся в средней дозе варфарина. Как почти во всех случаях исследований генетичес-ких ассоциаций необходимо воспроизведение полу-ченных предварительных результатов.
ПЕРСПЕКТИВЫ
Генетика инсульта остается быстро развивающей-ся областью. В предстоящие месяцы и годы будут проведены дополнительные ИПГА при ишемичес-ком, геморрагическом инсультах и связанных с ними фенотипах, таких как гиперденсивность бело-го вещества головного мозга и толщина комплекса интима-медиа. В результате изучения редких вари-антов в семьях с редкими менделевскими формами инсульта будут появляться данные о новых генах, связанных с общим генетическим риском развития инсульта. Высоки ожидания, что открытия в облас-ти генетики, в конечном итоге, будут направлены на улучшение диагностики и лечения.
